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La presente invention conceme de nouveaux vecteurs viraux derives des adenovirus, leur preparation et leur utilisation en thlrapie 
glnique. Elle conceme plus particulierement des adenovirus recombinants ddfectifs comprenant deux genes th6rapeutiques, le premier 6tant 
un gene suicide et le second un gene irnmunostimulant ou un gene suppresseur de tumeurs. 
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Adenovlraux comprenant deux genes therapeutlques: suicide et Imnuno- 
stlnulant . 

La presente invention conceme de nouveaux vecteurs viraux, leur preparation 
et leur utilisation en therapie genique. Elle concerne egalement les compositions 
pharmaceutiques contenant lesdits vecteurs viraux. Plus particulierement, la presente 
5 invention concerne des adenovirus recombinants comme vecteurs pour la therapie 
genique. 

La therapie genique consiste a corriger une deficience ou une anomalie 
(mutation, expression aberrante, etc) par introduction d'une information genetique 
dans la cellule ou Torgane affecte. Cette information genetique peut etre introduite soit 

10 in vitro dans une cellule extraite de I'organe, la cellule modifiee etant alors reintroduce 
dans Torganisme, soit directement in vivo dans le tissu approprie. Dans ce second cas, 
differentes techniques existent, parmi lesquelles des techniques diverses de transfection 
impliquant des complexes d'ADN et de DEAE-dextran (Pagano et al., J.Virol. 1 
(1967) 891), d'ADN et de proteines nucleates (Kaneda et al., Science 243 (1989) 

15 375), d'ADN et de lipides (Feigner et aL PNAS 84 (1987) 7413), l'emploi de 
liposomes (Fraley et al., J.Biol.Chem. 255 (1980) 10431), etc. Plus recemment, 
l'emploi de virus comme vecteurs pour le transfert de genes est appani comme une 
alternative prometteuse a ces techniques physiques de transfection. A cet egard, 
differents virus ont ete testes pour leur capacite a infecter certaines populations 

20 cellulaires. En particulier, les retrovirus (RSV, HMS, MMS, etc), le virus HSV, les 
virus adeno-associes, et les adenovirus. 

Parmi ces virus, les adenovirus presentent certaines proprietes interessantes 
pour une utilisation en therapie genique. Notamment, ils ont un spectre d'hdte assez 
large, sont capables d'infecter des cellules quiescentes, ne s'integrent pas au genome de 

25 la cellule infectee, et n'ont pas ete associes a ce jour a des pathologies importantes 
chez Thomme. Les adenovirus sont des virus a ADN double brin lineaire d'une taille de 
36 kb environ. Leur genome comprend notamment une sequence inversie repetee 
(ITR) a leur extremite, une sequence d'encapsidation, des genes precoces et des genes 
tardifs (Cf figure 1). Les principaux genes precoces sont les genes El (Ela et Elb), 

30 E2, E3 et E4. Les principaux genes tardifs sont les genes LI a L5, 

Compte tenu des proprietes des adenovirus mentionnees ci-dessus, ceux-ci 
ont deja ete utilises pour le transfert de genes in vivo. A cet efFet, differents vecteurs 
derives des adenovirus ont ete prepares, incorporant differents genes (B-gal, OTC, a- 
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1AT, cytokines, etc). Dans chacune de ces constructions, iadenovirus a et6 modifte de 
maniere a le rendre incapable de replication dans la cellule infectee. Ainsi, les 
constructions decrites dans Tart anterieur sont des adenovirus deletes des regions El 
(El a et/ou Elb) et eventuellement E3 au niveau desquelles est inseree une sequence 
5 d'ADN heterologue (Levrero et al.. Gene 101 (1991) 195; Gosh-Choudhury et al. f 
Gene 50(1986) 161). 

La presente invention concerne de nouveaux vecteurs derives des adenovirus 
particulierement efficaces pour des applications de therapie genique. Plus 
particulierement, la presente invention decoule en partie de la mise en evidence qu'il 

10 est possible d'incorporer plusieurs genes d'interet dans des adenovirus, et d'obtenir une 
expression importante de ces differents genes dans les cellules infectees. La presente 
invention decoule egalement de la construction de vecteurs adenoviraux capables 
d'incorporer plusieurs genes therapeutiques dans des conditions permettant leur 
expression optimale. Elle decoule encore de la mise en evidence d'un effet synergique 

15 des vecteurs de l'invention, lie a la co-expression, dans la meme cellule cible, de genes 
therapeutiques complementaires. La presente invention foumit ainsi des vecteurs 
viraux presentant des proprietes therapeutiques tout a fait avantageuses en vue de leur 
utilisation en therapie genique ou cellulaire. En particulier, les vecteurs de l'invention 
presentent des proprietes tout a fait avantageuses pour une utilisation dans le 

20 traitement des pathologies presentant des episodes d'hyperproliferation cellulaire 
(cancers, restenose, etc). 

Un premier objet de la presente invention concerne un adenovirus 
recombinant defectif comprenant deux genes therapeutiques, dans lequel Tun des genes 
therapeutiques est un gene suicide et I'autre est un gene immunostimulant ou 

25 suppresseur de tumeurs. La demanderesse a en effet montre que la co-expression 
simultanee de tels genes dans une meme cellule cible produisait un effet therapeutique 
anti-tumoral particulierement avantageux, bien superieur a l'effet obtenu au moyen de 
ces genes seuls ou introduits separement. 

30 Les genes therapeutiques utilises dans le cadre de la presente invention 

peuvent etre un ADNc, un ADN genomique (ADNg), ou une construction hybride 
consistant par exemple en un ADNc dans lequel seraient inseres un ou plusieurs 
introns. II peut egalement s'agir de sequences synthetiques ou semisynthetiques. De 
maniere particulierement avantageuse, on utilise un ADNc ou un ADNg. 
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Les deux genes therapeutiques incorpores dans_les vecteurs adenoviraux 
selon la presente invention peuvent etre agences de differentes manieres. 

lis peuvent tout d'abord constituer une entite transcriptionnelle unique. Dans 
cette configuration, les deux genes sont contigus, disposes sous le controle d'un 
5 promoteur unique, et donnent lieu a un ARN premessager unique. Cette disposition 
est avantageuse puisqu'elle permet d'utiliser un seul promoteur transcriptionnel. 

Les deux genes therapeutiques peuvent egalement etre places sous le controle 
de promoteurs transcriptionnels separes. Cette configuration permet d'obtenir des 
niveaux depression superieurs, et offre un meilleur controle de l'expression des 
10 genes. Dans ce cas, les deux genes therapeutiques peuvent etre inseres dans la meme 
orientation ou dans les orientations opposees, dans un meme site du genome de 
Pdenovirus ou en des sites differents. 

Comme gene suicide, on utilise preferentiellement les genes dont le produit 

15 d'expression confere a la cellule une sensibilite a un agent therapeutique. Plus 
preferentiellement, le gene suicide est le gene de la thymidine kinase, dont le produit 
d'expression confere aux cellules mammiferes une sensibilite a certains agents 
therapeutiques tels le ganciclovir ou I'acyclovir. La thymidine kinase du virus de 
Therpes simplex est capable de phosphoryler les analogues de nucleosides tels que 

20 I'acyclovir et le ganciclovir. Ces molecules modifiees peuvent etre incorporees dans 
une chaine d'ADN en cours d'elongation, ce qui a pour consequence Tarret de la 
synthese d'ADN, entrainant la mort de la cellule (F.L. Moolten, Cancer Res. 46 (1986) 
5276). Cette strategic permet ainsi d'eliminer specifiquement les cellules exprimant le 
gene suicide. De plus, la synthese d'ADN etant la cible de la toxicite, seules les cellules 

25 en cours de division sont afFectees. 

Plus preferentiellement, on utilise dans le cadre de la presente invention le 
gene de la thymidine kinase du virus de Therpes humain (hTK HSV-1). La sequence de 
ce gene a ete decrite dans la litterature (voir notamment McKnight et al., Nucleic 
Acid. Res. 8 (1980) 5931). U est egalement possible d'utiliser des derives de cette 

30 sequence presentant une plus grande specificite de substrat ou une meilleure activite 
kinase. De tels derives peuvent en particulier etre obtenus par mutagenese au niveau 
du site de liaison comme decrit precedemment (Balasubramaniam et al., J. Gen. Virol. 
71 (1990) 2979; Munir et al., JBC 267 (1992) 6584). 

D est egalement possible d'utiliser le gene de la cytosine desaminase, dont le 

35 produit d'expression confere aux cellules mammiferes une sensibilite a la 5-fluoro- 
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cytosine (5-FC) ou des nitroreductases qui conferent aux cellules maininiferes une 
sensibilite aux produits nitroaromatiques (J. Biol Chem. 266 (1991) 4126). 

Comme indique ci-avant, il est tout particulierement avantageux d'associer le 

5 gene suicide a une gene immunostimulant ou suppresseur de tumeurs. A cet egard, le 
gene immunostimulant peut etre tout gene dont le produit d'expression est capable de 
stimuler les defenses de 1'organisme. Preferentiellement, il s'agit d'un gene codant pour 
une cytokine, telle que notamment une lymphokine (IL-1 a IL-1 2), un interferon 
(alpha, beta, etc), un facteur de necrose des tumeurs, un facteur de stimulation des 

10 colonies (G-CSF, GM-CSF, M-CSF, SCF, etc), etc. Encore plus preferentiellement, il 
s'agit du gene codant pour rinterleukine-2 ou le GM-CSF. L'interleukine 2 est 
synthetisee essentiellement par les lymphocytes, en reponse a la presence d'antigenes, 
notamment d'antigenes tumoraux. Elle agit ensuite sur le developpement de la reponse 
immunitaire a 1'encontre de ces antigenes, en particulier par activation locale des 

15 cellules T cytotoxiques et tueuses (NK). Cette lymphokine joue ainsi un role important 
dans rimmunite anti-tumorale. Grace aux vecteurs de la presente invention, il est 
maintenant possible d'obtenir un efFet antitumoral synergique resultant d'une 
expression simultanee, dans la meme cellule tumorale, de Tinterleukine 2 et d'un gene 
suicide, tel que le gene de la thymidine kinase. 

20 Le GM-CSF est un facteur de stimulation des colonies de granocytes et 

macrophages. II stimule done la proliferation de ces cellules de rimmunite et permet 
done de renforcer les defenses immunitaires. Le gene et le cDNA du GM-CSF ont ete 
decrits dans la litterature. Sa co-expression dans un vecteur de 1'invention avec un gene 
suicide produit un efFet synergique antitumoral eleve. 

25 

Parmi les genes suppresseur de tumeurs utilisables dans le cadre de la 
presente invention, on peut citer plus particulierement les genes p53, Rb, rapl A, DDC, 
WAF et MTS. Plus particulierement, on utilise le gene p53 ou le gene Rb. 

Le gene p53 code pour une proteine nucleaire de 53 kDa. La forme mutee 

30 par deletion et/ou mutation de ce gene est impliquee dans le developpement de la 
plupart des cancers humains (Baker et coll., Science 244 (1989) 217). Ses formes 
mutees sont egalement capables de cooperer avec les oncogenes ras pour transformer 
des fibroblastes murins, Le gene sauvage codant pour la p53 native inhibe en revanche 
la formation des foyers de transformation dans des fibroblastes de rongeurs transfectes 

35 avec diverses combinaisons d'oncogenes. Des donnees recentes soulignent que la 
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proteine p53 pourrait etre elle-meme un facteur de transcription et^stimuler 
l'expression d'autres genes suppresseurs de tumeur. Par ailleurs, un effet de p53 sur la 
proliferation des cellules musculaires lisses vasculaires a ete mis en evidence 
recemmant (Epstein et al. Science 151 (1994)). 
5 Le gene Rb determine la synthese d'une phosphoproteine nucleaire de 927 

acides amines environ (Friend et coll., Nature 323 (1986) 643) dont la fonction est de 
reprimer la division des cellules en les faisant entrer en phase de quiescence. Des 
formes inactivees du gene Rb ont ete mises en cause dans differentes tumeurs, et 
notamment dans les retinoblastomas ou dans les cancers mesenchyrriateux comme les 

10 osteosarcomes. La reintroduction de ce gene dans les cellules tumorales ou il etait 
inactive produit un retour a I'etat normal et une perte de la tumorigenicite (Huang et 
coll., Science 242 (1988) 1563). Recemment, il a ete demontre que la proteine Rb 
normale, mais pas ses formes mutees, reprime I'expression du proto-oncogene c-fos, 
gene indispensable a la proliferation cellulaire. 

15 Les genes WAF et MTS et leurs proprietes antitumorales ont ete decrits dans 

la litterature (Cell 75 (1993) 817; Science 264 (1994) 436). 

Dans un mode particulierement prefere de mise en oeuvre, 1'invention 
20 concerne un adenovirus recombinant defectif comprenant un gene codant pour la 
thymidine kinase et un gene suppresseur de tumeurs. Plus preferentiellement, elle 
concerne un adenovirus comprenant un gene codant pour la thymidine kinase du virus 
de l'herpes et le gene p53 sauvage (Ad-TK-p53). De maniere particulierement 
avantageuse, les deux genes sont places sous le controle de promoteurs separes, de 
25 preference le promoteur du LTR du virus HSV. Encore plus preferentiellement, les 
deux genes sont inseres au niveau de la region El du genome de Tadenovirus. 

Dans un autre mode particulierement prefere de mise en oeuvre, Tinvention 
concerne un adenovirus recombinant defectif comprenant un gene codant pour la 
30 thymidine kinase et un gene codant pour une lymphokine. Plus preferentiellement, elle 
concerne un adenovirus comprenant un gene codant pour la thymidine kinase du virus 
de l'herpes et un gene codant pour rinterleukine-2 (Ad-TK-EL2) ou pour le GM-CSF 
(Ad-TK-GM-CSF). De maniere particulierement avantageuse, les deux genes sont 
places sous le controle de promoteurs separds, de preference le promoteur du LTR du 
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virus HSV. Encore plus preferentiel]ement v les deux genes sont.inseres au niveau de la 
region El du genome de 1'adenovirus. 

Concernant les promoteurs transcriptionnels utilises dans le cadre de la 
5 presente invention, il peut s'agir de promoteurs qui sont naturellement responsables de 
l'expression du gene therapeutique considere lorsque ceux-ci sont susceptibles de 
fonctionner dans la cellule infectee. II peut egalement s'agir de sequences d'origine 
differente (responsables de l'expression d'autres proteines, ou meme synthetiques). 
Notamment, il peut s'agir de sequences promotrices de genes mammiferes, eucaryotes 

10 ou viraux. Par exemple, il peut s'agir de sequences promotrices issues du genome de la 
cellule que Ton desire infecter. De meme, il peut s'agir de sequences promotrices issues 
du genome d'un virus, y compris 1'adenovirus utilise. A cet egard, on peut citer par 
exemple les promoteurs des genes El A, MLP, CMV, RSV, etc. En outre, ces 
sequences d'expression peuvent etre modifiees par addition de sequences d'activation, 

15 de regulation, ou permettant une expression tissu-specifique. Par ailleurs, lorsque le 
gene insere ne comporte pas de sequences d'expression, il peut etre insere dans le 
genome du virus defectif en aval d'une telle sequence. Un promoteur prefere pour la 
realisation des vecteurs de 1'invention est constitue par le LTR du virus du sarcome de 
rous (LTR-RSV). D'autres promoteurs particulierement preferes sont les promoteurs 

20 specifiques des cellules proliferatives ou cancereuses. Ces promoteurs permettent en 
effet de cibler 1'effet therapeutique sur une population de cellule definie. 

Dans un mode de realisation prefere de 1'invention, il s'agit de signaux 
d'expression induits par ou actifs en presence de virus responsables ou associes a des 
tumeurs. Encore plus preferentiellement, on utilise dans le cadre de la presente 

25 invention un signal d'expression inductible par le vims d'Epstein-Barr (EBV) ou par le 
virus du papillome. 

Le virus d'Epstein-Barr (EBV) est associe a deux types de cancers humains : 
le lymphome de Burkitt et le cancer du nasopharynx. lAitilisation d'un adenovirus 
recombinant comprenant un gene toxique sous le controle d'un promoteur inductible 

30 par 1"EBV permet avantageusement d'exprimer specifiquement ce gene toxique dans 
les cellules tumorales du nasopharynx. Dans les biopsies de cancers du nasopharynx, 
un seul antigene nucleaire est regulierement present, EBNAl, qui est implique dans la 
maintenace du genome viral dans les cellules infectees par TEB V en phase latente, et 
qui transactive le promoteur viral BCR2. Un objet particulier de 1'invention reside done 

35 dans Tutilisation, pour l'expression specifique d'un gene dans les cellules de cancers du 
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nasopharynx, d'une sequence repondant a EBN A 1 (EBNA1-RE . EBNA1 "responsive 
element"). En particulier, invention conceme un adenovirus comprenant comme 
signal d'expression un promoteur chimere comprenant une sequence repondant a 
EBNA1 fusionnee en amont d"un autre promoteur viral, le promoteur du gene de la 
5 terminale proteine 1 (TP1), Les exemples decrits dans la presente demande montrent 
bien que ce promoteur chimere est inductible par EBNA1 . 

Les virus du papillome (notamment le virus HPV 16 et 18) sont responsables 
de 90 % des cancers du cervix chez la femme et ont ete identifies dans des lesions 
epitheliales pre-cancereuses (Riou et al., Lancet 335 (1990) 117). Le produit du gene 

10 E6 conduit a la formation de tumeurs en diminuant fortement la quantite de p53 
sauvage, un anti-oncogene, dans les cellules HPV-positives (Wrede et al., Mol. 
Carcinog. 4 (1991) 171). L'utilisation d'un adenovirus recombinant comprenant un 
gene toxique sous le controle d'un promoteur inductible par le HPV (par exemple la 
proteine E6) permet avantageusement d'exprimer specifiquement ce gene toxique dans 

15 les cellules tumorales correspondantes. 

II peut encore s'agir de signaux d'expression inactifs dans les cellules normales 
et actifs dans les cellules tumorales. En particulier, on peut utiliser dans le cadre de la 
presente invention le promoteur de I'ot-foetoproteine (Alpert E., dans Hepatocellular 
carcinoma, Okuda & Peters (eds). New York, 1976, 353) ou le promoteur P3 de 

20 riGF-II (Sussenbach et al.. Growth Regulation 2 (1992) 1), qui sont actifs chez 
l'adulte, uniquement dans les hepatocarcinomes. II est egalement possible d'utiliser des 
promoteurs induits par des hormones dans le cas de tumeurs hormono-dependantes ou 
hormonaux associees (tumeur du sein ou de la prostate par exemple). 

25 Comme indique ci-avant, differentes configurations peuvent etre envisagees 

pour la realisation des vecteurs de 1'invention. Les vecteurs de 1'invention peuvent tout 
d'abord contenir les deux genes sous forme d'une entite transcriptionnelle unique. Dans 
cette configuration, les deux genes sont contigus, disposes sous le controle d'un 
promoteur unique, et donnent lieu a un ARN premessager unique. Cette configuration 

30 est avantageuse puisqu'elle permet d'utiliser un seul promoteur transcriptionnel pour 
reguler Texpression des 2 genes. Par ailleurs, cette entite transcriptionnelle unique peut 
etre incorporee dans le vecteur adenoviral dans les deux orientations possibles. 

Les deux genes peuvent egalement etre places sous le controle de promoteurs 
transcriptionnels separes. Cette configuration permet d'obtenir des niveaux 
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d'expression superieurs, et offire un meUleur controle de Texpression desgenes. Dans 
ce cas, les deux genes therapeutiques peuvent etre inseres dans la meme orientation ou 
dans les orientations opposees, dans un meme site du genome de l'denovirus ou en des 
sites differents. 

5 Preferentiellement, les genes sont inseres, au moins en partie, au niveau des 

regions El, E3 ou E4 du genome de Padenovirus. Lorsqu'ils sont inseres en deux sites 
differents, on prefere dans le cadre de Invention utiliser les regions El et E3 ou El et 
E4. Un mode de realisation particulierement avantageux est celui dans lesquels deux 
genes therapeutiques sont inseres au niveau de la region El . Les exemples montrent en 

10 effet que cette organisation permet une expression elevee des deux genes, sans 
interference entre les deux. L/invention concerne done egalement tout adenovirus 
recombinant comprenant deux genes d'interet therapeutique inseres au niveau de la 
region El du genome. 

15 Par ailleurs, le gene immunostimulant peut egalement comporter une 

sequence signal dirigeant le produit synthetase dans les voies de secretion de la cellule 
cible. Cette sequence signal peut etre la sequence signal naturelle du produit 
immunostimulant, mais il peut egalement s'agir de toute autre sequence signal 
fonctionnelle, ou d f une sequence signal artificielle. 

20 Comme indique ci-avant, les adenovirus de la presente invention sont 

defectifs, e'est-a-dire qu'ils sont incapables de se repliquer de fapon autonome dans la 
cellule cible. Generalement, le genome des adenovirus defectifs selon la presente 
invention est done depourvu au moins des sequences necessaires a la replication dudit 
virus dans la cellule infectee. Ces regions peuvent etre soit eliminees (en tout ou en 

25 partie), soit rendues non-fonctionnelles, soit substituees par d'autres sequences et 
notamment par les genes therapeutiques. Le caractere defectif des adenovirus de 
1'invention est un element important, puisqu'il assure la non dissemination des vecteurs 
de ('invention apres administration. 

30 Dans un mode de realisation prefere, les adenovirus de Tinvention 

comprennent les sequences ITR et une sequence permettant l'encapsidation, et 
possedent une deletion de tout ou partie du gene El. 
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Les sequences jnyersees repetees (ITR) constituent Ito 
adenovirus. Eiles sont locaiisees aux extremites 3' et 5* du genome viral (Cf figure I), 
d'ou elles peuvent etre isolees aisement selon les techniques classiques de biologie 
moleculaire connues de I'homme du metier. La sequence nucleotidique des sequences 
5 ITR des adenovirus humains (en particulier des serotypes Ad2 et Ad5) est decrite dans 
la litterature, ainsi que des adenovirus canins (notamment CAV1 et CAV2). 
Concernant 1'adenovirus Ad5 par exemple, la sequence ITR gauche correspond a la 
region comprenant les nucleotides 1 a 103 du genome. 

La sequence d'encapsidation (egalement designee sequence Psi) est necessaire 

10 a I'encapsidation de I'ADN viral. Cette region doit done etre presente pour permettre la 
preparation d'adenovirus recombinants defectifs selon I'invention. La sequence 
d'encapsidation est localisee dans le genome des adenovirus, entre 1'ITR gauche (5 1 ) et 
le gene El (Cf figure 1). Elle peut etre isolee ou synthetisee artificiellement par les 
techniques classiques de biologie moleculaire. La sequence nucleotidiques de la 

15 sequence d'encapsidation des adenovirus humains (en particulier des serotypes Ad2 et 
Ad5) est decrite dans la litterature, ainsi que des adenovirus canins (notamment CAV1 
et CAV2). Concernant I'adenovirus Ad5 par exemple, la sequence d'encapsidation 
correspond a la region comprenant les nucleotides 194 a 358 du genome. 

20 Plus preferentiellement, les adenovirus de I'invention comprennent les 

sequences ITR et une sequence permettant I'encapsidation, et possedent une deletion 
de tout ou partie des genes El et E4. 

Dans un mode particulierement prefere de realisation, le genome des 
adenovirus selon ['invention est delete de tout ou partie des genes El, E3 et E4, et, 
25 encore plus preferentiellement, de tout ou partie des genes El, E3, L5 et E4. 

Les adenovirus de I'invention peuvent etre prepares a partir d'adenovirus 
d'origines diverses. II existe en effet differents serotypes d'adenovirus, dont la structure 
et les proprietes varient quelque peu, mais qui presentent une organisation genetique 
comparable. Ainsi, les enseignements decrits dans la presente demande peuvent etre 
30 aisement reproduits par I'homme du metier pour tout type d'adenovirus. 

Plus particulierement, les adenovirus de I'invention peuvent etre d'origine 
humaine, animate, ou mixte (humaine et animate). 
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Concernant les adenovirusd'origine humaine, on prefere utiliser ceux classes 
dans le groupe C. Plus preferentiellement, parmi les differents serotypes d'ad&iovirus 
humain, on prefere utiliser dans le cadre de la presente invention les adenovirus de 
type 2 ou 5 (Ad 2 ou Ad 5). 

5 Comme indique plus haut, les adenovirus de l'invention peuvent egalement 

etre d'origine animale, ou comporter des sequences issues d'adenovirus d'origine 
animale. La demanderesse a en efFet montre que les adenovirus d'origine animale sont 
capables d'infecter avec une grande efficacite les cellules humaines, et qu'ils sont 
incapables de se propager dans les cellules humaines dans lesquelles ils ont ete testes 

10 (Cf demande FR 93 05954). La demanderesse a egalement montre que les adenovirus 
d'origine animale ne sont nullement trans-complementes par des adenovirus d'origine 
humaine, ce qui elimine tout risque de recombinaison et de propagation in vivo, en 
presence d'un adenovirus humain, pouvant conduire a la formation d f une particule 
infectieuse. ^utilisation d'adenovirus ou de regions d'adenovirus d'origine animale est 

15 done particulierement avantageuse puisque les risques inherents a I'utilisation de virus 
comme vecteurs en therapie genique sont encore plus faibles. 

Les adenovirus d'origine animale utilisables dans le cadre de la presente 
invention peuvent etre d'origine canine, bovine, murine, (exemple : Mavl, Beard et al., 
Virology 75 (1990) 81), ovine, porcine, aviaire ou encore simienne (exemple : SAV). 

20 Plus particulierement, parmi les adenovirus aviaires, on peut citer les serotypes 1 a 10 
accessibles a 1'ATCC, comme par exemple les souches Phelps (ATCC VR-432), 
Fontes (ATCC VR-280), P7-A (ATCC VR-827), IBH-2A (ATCC VR-828), J2-A 
(ATCC VR-829), T8-A (ATCC VR-830), K-ll (ATCC VR-921) ou encore les 
souches referencees ATCC VR-831 a 835. Parmi les adenovirus bovins, on peut 

25 utiliser les differents serotypes connus, et notamment ceux disponibles a TATCC (types 
1 a 8) sous les referencesATCC VR-313, 314, 639-642, 768 et 769. On peut 
egalement citer les adenoviius murins FL (ATCC VR-550) et E20308 (ATCC VR- 
528), 1'adenovims ovin type 5 (ATCC VR-1343), ou type 6 (ATCC VR-1340); 
l'adenovirus porcin 5359), ou les adenovirus simiens tels que notamment les 

30 adenovirus referencee a l'ATCC sous les numeros VR-591-594, 941-943, 195-203, 
etc. 

De preference, parmi les differents adenovirus d'origine animale; on utilise 
dans le cadre de l'invention des adenovirus ou des regions d'adenovirus d'origine 
canine, et notamment toutes les souches des adenovirus CAV2 [souche manhattan ou 
35 A26/61 (ATCC VR-800) par exemple]. Les adenovirus canins ont fait l'objet de 
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nombreuses etudes structurales._ _Ainsi,_ des cartes de- restriction completes des 
adenovirus CAV1 et CAV2 ont ete decrites dans 1'art anterieur (Spibey et al. f J. Gen. 
Virol. 70 (1989) 165), et les genes Ela, E3 ainsi que les sequences ITR ont ete clones 
et sequences (voir notamment Spibey et al., Virus Res. 14 (1989) 241; Linne, Virus 
5 Res. 23 (1992) 119, WO 91/11525). 

Les adenovirus recombinants defectifs selon Tinvention peuvent etre prepares 
de differentes fa9ons. 

Une premiere methode consiste a transfecter I'ADN du virus recombinant 
defectif prepare in vitro (soit par ligature, soit sous forme de plasmide) dans une lignee 

10 cellulaire competente, c'est-a-dire portant en trans toutes les fonctions necessaires a la 
complementation du virus defectif Ces fonctions sont preferentiellement integrees 
dans le genome de la cellule, ce qui permet d'eviter les risques de recombinaison, et 
confere une stabilite accrue a la lignee cellulaire. 

Une seconde approche consiste a co-transfecter dans une lignee cellulaire 

15 apppropriee I'ADN du virus recombinant defectif prepare in vitro (soit par ligature, 
soit sous forme de plasmide) et I'ADN d'un virus helper. Selon cette methode, il n'est 
pas necessaire de disposer d'une lignee cellulaire competente capable de complementer 
toutes les fonctions defectives de l'adenovirus recombinant. Une partie de ces 
fonctions est en effet complements par le virus helper. Ce virus helper doit lui-meme 

20 etre defectif et la lignee cellulaire porte en trans les fonctions necessaires a sa 
complementation. Parmi les lignees cellulaires utilisables notamment dans le cadre de 
cette seconde approche, on peut citer notamment la lignee de rein embryonnaire 
humain 293, les cellules KB, les cellules Hela, MDCK, GHK, etc (Cf exemples). 

Ensuite, les vecteurs qui se sont multiplies sont recuperes, purifies et 

25 amplifies selon les techniques classiques de biologie moleculaire. 

Selon une variante de mise en oeuvre, il est possible de preparer in vitro, soit 
par ligature, soit sous forme de plasmide, I'ADN du virus recombinant defectif portant 
les deletions appropriees et les deux genes therapeutiques. Comme indique ci-avant, 

30 les vecteurs de l'invention possedent avantageusement une deletion de tout ou partie 
de certains genes viraux, notammment des genes El, E3, E4 et/ou L5. Cette deletion 
peut corresponds a tout type de suppression affectant le gene considere. II peut s'agir 
notamment de la suppression de tout ou partie de la region codante dudit gene, et/ou 
de tout ou partie de la region promotrice de la transcription dudit gene. La suppression 

35 est generalement realisee sur I'ADN du virus recombinant defectif, par exemple par 
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digestion au moyen d'enzymes de restriction appropriees, puis ligature, selon les 
techniques de biologie moleculaire, ainsi qu'iliustre dans les exemples. Les genes 
therapeutiques peuvent ensuite etre inseres dans cet ADN par clivage enzymatique 
puis ligature, au niveau des regions selectionnees et dans Torientation choisie. 
5 L'ADN ainsi obtenu, qui porte done les deletions appropriees et les deux 

genes therapeutiques, permet de generer directement Padenovirus recombinant defectif 
portant lesdites deletions et genes therapeutiques. Cette premiere variante est 
particulierement adaptee a la realisation d'adenovirus recombinants dans lesquels les 
genes therapeutiques sont disposes sous forme d'une unite transcriptionnelle unique 
10 ou, sous controle de promoteurs separes mais inseres en un meme site du genome. 

II est egalement possible de preparer le virus recombinant en deux etapes, 
permettant I'introduction successive des deux genes therapeutiques. Ainsi, TADN d'un 
premier virus recombinant portant les deletions appropriees (ou une partie desdites 

15 deletions) et un des genes therapeutiques est construit, par ligature ou sous forme de 
plasmide. Cet ADN est ensuite utilise pour generer un premier virus recombinant 
portant lesdites deletions et un gene therapeutique. L'ADN de ce premier virus est 
ensuite isole et co-transfecte avec un second plasmide ou 1'ADN d f un second virus 
recombinant defectif portant le deuxieme gene therapeutique, les deletions appropriees 

20 (partie non presente sur le premier virus), et une region permettant la recombinaison 
homologue Cette deuxieme etape genere ainsi le virus recombinant defectif portant les 
deux genes therapeutiques. Cette variante de preparation est particulierement 
appropriee pour la preparation de virus recombinants portant deux genes 
therapeutiques inseres en deux regions differentes du genome de 1'adenovirus. 

25 La presente invention concerne egalement toute composition pharmaceutique 

comprenant un ou plusieurs adenovirus recombinants defectifs tels que decrits 
precedemment. Les compositions pharmaceutiques de l'invention peuvent etre 
formulees en vue d'une administration par voie topique, orale, parenterale, intranasale, 
intraveineuse, intramusculaire, sous-cutanee, intraoculaire, transdermique, etc. 

30 Preferentiellement, la composition pharmaceutique contient des vehicules 

pharmaceutiquement acceptables pour une formulation injectable. II peut s'agir en 
particulier de solutions salines (phosphate monosodique, disodique, chlomre de 
sodium, potassium, calcium ou magnesium, etc, ou des melanges de tels sels), steriles, 
isotoniques, ou de compositions seches, notamment lyophilisees, qui, par addition 
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selon Ie cas d'eau sterilisee ou de serum physiologiquerpermettent la constitution de 
solutes injectables. 

Les doses de virus utilisees pour l'injection peuvent etre adaptees en fonction 
de differents parametres, et notamment en fonction du mode d'administration utilise, 
5 de la pathologie concernee, du gene a exprimer, ou encore de la duree du traitement 
recherchee. D'une maniere generate, les adenovirus recombinants selon l'invention sont 
formules et administres sous forme de doses comprises entre 10 4 et 10 14 pfii/ml, et de 
preference 10 6 a 10 10 pfii/ml. Le terme pfii ("plaque forming unit") correspond au 
pouvoir infectieux d'une solution de virus, et est determine par infection d ! une culture 
10 cellulaire appropriee, et mesure, generalement apres 5 jours, du nombre de plages de 
cellules infectees. Les techniques de determination du titre pfu d'une solution virale 
sont bien documentees dans la litterature. 

Les adenovirus de l'invention peuvent etre utilises pour le traitement ou la 
prevention de nombreuses pathologies. lis sont particulierement avantageux pour le 

15 traitement des pathologies hyperproliferatives (cancers, restenose, etc), par injection 
directe au niveau du site concerne. A cet egard, la presente invention concerne 
egalement une methode pour la destruction de cellules proliferatives comprenant 
Tinfection desdites cellules ou d'une partie d'entre-elles avec un vecteur adenoviral tel 
que defini ci-dessus. Dans le cas ou le gene suicide est un gene conferant une 

20 sensibilite a un agent therapeutique, la methode de destruction selon l'invention 
comprend ensuite le traitement des cellules par ledit agent therapeutique. Pour la mise 
en oeuvre de cette methode, Tinvention a egalement pour objet les produits 
comprenant un adenovirus recombinant tel que defini ci-avant dans lequel le gene 
suicide est un gene conferant une sensibility a un agent therapeutique; et ledit agent 

25 therapeutique, comme produit de combinaison pour une utilisation simultannee, 
separee ou eta lee dans le temps pour le traitement des pathologies hyperproliferatives. 
Plus particulierement, le gene suicide est un gene thymidine kinase et l'agent 
therapeutique est le ganciclovir ou l'acyclovir ou un analogue. 

La presente invention sera plus completement decrite a I'aide des exemples 
30 qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatifs. 

Legende des figures 
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Figure 1 : Organisation genetique de l'adenovirus Ad5. La sequence complete de 1'AdS 
est disponible sur base de donnees et permet a 1'homme du metier de selectionner ou 
de creer tout site de restriction, et ainsi d'isoler toute region du genome. 
Figure 2 : Carte de restriction de l'adenovirus CAV2 souche Manhattan (d'apres 
Spibey et al precite). 

Figure 3 : Representation du vecteur pONTtk 
Figure 4 : Representation du vecteur pRSVtk 

Techniques generates de biologic moleculaire 

Les methodes classiquement utilisees en biologie moleculaire telles que les 
extractions preparatives d'ADN plasmidique, la centrifugation d'ADN plasmidique en 
gradient de chlorure de cesium, l'electrophorese sur. gels d'agarose ou d'acrylamide, la 
purification de fragments d'ADN par electroelution, les extraction de proteines au 
phenol ou au phenol-chloroforme, la precipitation d'ADN en milieu salin par de 
l'ethanol ou de l'isopropanol, la transformation dans Escherichia coli, etc ... sont bien 
connues de 1'homme de metier et sont abondament decrites dans la litterature [Maniatis 
T. et al., "Molecular Cloning, a Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Laboratory, 
Cold Spring Harbor, N.Y., 1982; Ausubel F.M. et al. (eds), "Current Protocols in 
Molecular Biology". John Wiley & Sons, New York, 1987]. 

Les plasmides de type pBR322, pUC et les phages de la serie Ml 3 sont 
d'origine commercial (Bethesda Research Laboratories). 

Pour les ligatures, les fragments d'ADN peuvent etre separes selon leur taille 
par electrophorese en gels d'agarose ou d'acrylamide, extraits au phenol ou par un 
melange phenol/chloroforme, precipites a l'ethanol puis incubes en presence de TADN 
ligase du phage T4 (Biolabs) selon les recommandations du fournisseur. 

Le remplissage des extremites 5 1 proeminentes peut etre effectue par le 
fragment de Klenow de l'ADN Polymerase I d'E. coli (Biolabs) selon les specifications 
du fournisseur. La destruction des extremites 3* proeminentes est effectuee en presence 
de l'ADN Polymerase du phage T4 (Biolabs) utilisee selon les recommandations du 
fabricant. La destruction des extremites 5' proeminentes est effectuee par un traitement 
menage par la nuclease SI. 

La mutagenese dirigde in vitro par oligodeoxynucleotides synthetiques peut 
etre effectuee selon la methode developpee par Taylor et al. [Nucleic Acids Res. Jl 
(1985) 8749-8764] en utilisant le kit distribue par Amersham. 
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L'amplification enzymatique de fragments d ! ADN par la technique dite de PGR 
[Polymerase-catalyzed Chain Reaction, Saiki R.K. et al., Science 220 (1985) 1350- 
1354; Mullis K.B. et Faloona F.A., Meth. Enzym. 155 (1987) 335-350] peut etre 
efFectuee en utilisant un "DNA thermal cycler" (Perkin Elmer Cetus) selon les 
5 specifications du fabricant. 

La verification des sequences nucleotidiques peut etre efFectuee par la methode 
developpee par Sanger et al. [Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74 (1977) 5463-5467] en 
utilisant le kit distribue par Amersham. 

Lignees cellulaires utilisees 

10 Dans les exemples qui suivent, les lignees cellulaires suivantes ont ou peuvent 

etre utilisees : 

- Lignee de rein embryonnaire humain 293 (Graham et al., J. Gen. Virol. 36 
(1977) 59). Cette lignee contient notamment, integree dans son genome, la partie 
gauche du genome de ['adenovirus humain Ad5 (12 %). 

15 - Lignee de cellules humaines KB : Issue d'un carcinome epidermique humain, 

cette lignee est accessible a l'ATCC (ref. CCL17) ainsi que les conditions permettant 
sa culture. 

- Lignee de cellules humaines Hela : Issue d'un carcinome de ('epithelium 
humain, cette lignee est accessible a l'ATCC (ref. CCL2) ainsi que les conditions 

20 permettant sa culture. 

- Lignee de cellules canines MDCK : Les conditions de culture des cellules 
MDCK ont ete decrites notamment par Macatney et al.. Science 44 (1988) 9. 

- Lignee de cellules gm DBP6 (Brough et al., Virology 190 (1992) 624). 
Cette lignee est constitute de cellules Hela portant le gene E2 d'adenovirus sous le 

25 controie du LTR de MMTV. 

EXEMPLES 

Exemole 1. Construction d'adenovirus recombinants defectifs comprenant le 
gene TK sous le controie d'un promoteur cancer-specifique et le gene pS3 sous le 
controie du promoteur CMV. 

30 Ces adenovirus ont ete construits par recombinaison homologue entre un 

plasmide portant la partie gauche de l'adenovirus Ad5, les deux genes therapeutiques 
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et une region de radenovirus Ad5 (correspondant a la proteine EX) et l'ADN d'un 
adenovirus defectif portant differentes deletions. 

1 . Construction du vecteur pONT-tk 

1.1. Construction du plasmide p7tkl 
5 Cet exemple decrit la construction du plasmide p7tkl contenant la phase 

ouverte de lecture du gene tk de 1131 paires de bases (ATG 1 14-1 16 et codon stop 
TGA 1242-1244), inseree dans un multisite de clonage. 

Le fragment Bglll-Ncol contenant le gene de la thymidine kinase (tk) du 
virus herpes simplex type 1 a ete isole a partir du plasmide pHSV-106 (commercialise 
10 par Gibco BRL), repare par Taction du fragment klenow puis insere au site Smal du 
plasmide pGEM7zf(+) (commercialise par Promega). Les sites Smal et BgUI sont 
detruits lors de cette etape, le site Ncol est conserve. 

Le plasmide obtenu a ete designe p7tkl. 

15 1.2. Construction du plasmide pONTl 

Cet exemple decrit la construction d'un plasmide contenant un promoteur 
chimere constitue d'une sequence necessaire a la transactivation par l'antigene EBNA1 
et du promoteur TP1 du virus EBV. 

Le fragment EcoRI(73 1 5)-SmaI(8 1 9 1 ) du virus EBV a ete isole a partir de la 

20 souche B95-8. La sequence complete du virus EBV a ete decrite par Baer et al. 
(Nature 310 (1984) 207), Ce fragment contient les sequences necessaires a la 
transactivation par l'antigene nucleaire 1 (EBNA1) (D. Reisman & B. Sugden, 1986, 
Molecular and Cellular Biology, vol. 6 pp. 3838-3846). Ce fragment a ensuite ete 
fustonne au fragment Nrul(166 241)-PstI(166 559) de l'EBV B95-8 (le site PstI a ete 

25 digere par la polymerase T4), contenant le promoteur TP1. Le promoteur chimere 
ainsi obtenu a ensuite ete insere dans le multisite de clonage du plasmide pBluescript II 
SK. 

Le plasmide obtenu a ete designe pONTl . 

1.3. Construction du plasmide pONTtk 
30 Le plasmide pONTtk comporte le gene de la thymidine kinase du virus de 

Therpes simplex (tk) clone dans le plasmide p7tkl, sous le controle du promoteur 
chimere EBNA1 -RE/TP 1 clone dans le plasmide pONTl . 
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Pour construire ce plasmide, le fragment BamHI-XhoI de pONTL qui 
contient le promoteur chimere transactive par EBNA-1 et EBNA-2, et le fragment 
Xhol-Clal de p7tkl qui contient la phase ouverte de lecture de tk ont ete clones aux 
sites BamHI (478) et Clal (4550) du plasmide pAd.RSVpgal. Le plasmide 
5 pAd.RSVpGal contient, dans l'orientation $'->3\ 

- le fragment PvuII correspondant a Textremite gauche de l'adenovirus Ad5 
comprenant : la sequence ITR, Torigine de replication, les signaux d'encapsidation et 
l'amplificateur El A; 

- le gene codant pour la P-galactosidase sous le controle du promoteur RSV 
10 (du virus du sarcome de Rous), 

- un second fragment du genome de l'adenovirus Ad5, qui permet la 
recombinaison homologue entre le plasmide pAd.RSVPGal et l'adenovirus dl324. Le 
plasmide pAd.RSVPGal a ete decrit par Stratford-Perricaudet et al. (J. Clin. Invest. 90 
(1992) 626). 

15 Tous les sites de clonage sont conserves. Le plasmide obtenu a ete designe 

pONTtk (figure 3). 

2. Construction du plasmide pONTtkCMVp53 

Cet exemple decrit la construction d'un vecteur portant la partie gauche de 
20 l'adenovirus Ad5 (comprenant 1'ITR gauche, la region d'encapsidation et le debut de la 
region El), le gene tk sous controle du promoteur ONT, le gene p53 sous controle du 
promoteur CMV et un second fragment du genome de l'Ad5 (proteine pIX) 
permettant la recombinaison homologue en vue de la generation de l'adenovirus 
recombinant (Cf exemple 1 .3.). 

25 Ce plasmide a ete construit a partir du plasmide pONTtk, par insertion, en 

aval du gene tk et dans la meme orientation, d'un fragment portant le gene p53 sous 
controle du promoteur CMV et suivi du site de polyadenylation du virus SV40. Plus 
precisement, le fragment insere comprend : 

- une region promotrice d'origine virale qui correspond au promoteur precoce 
30 du cytomegalovirus (CMV). Cette region est entouree dans le vecteur de sites de 

restrictions uniques EcoRI-SphI a la jonction CMV/pONTtk et BamHI a la jonction 
CMV / p53. La presence de sites uniques flanquant la region promotrice permet de 
remplacer la region CMV par tout autre promoteur. Une deuxieme serie de vecteurs 
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est ainsi obtenue dans laquelle le gene p53 est place sous le controle d'un promoteur 
inductible : le promoteur de la metallothionine, inductible par les metaux lourds 
(cadnium et zinc). 

- une sequence de 1 173 pb correspondant a I'ADNc codant pour la proteine 
p53 de souris sous sa fonne sauvage (Zakut-Houri et al., Nature 36 (1983) 594). Dans 
cette construction, le gene suppresseur est sous forme d'ADNc, c'est-a-dire depourvue 
d'introns. Ceci permet notamment de reduire la taille du vecteur. Par ailleurs, il a ete 
verifie que les niveaux ^expression obtenus sont comparables en presence ou en 
l'absence d'introns 

- le signal de polyadenylation des genes tardifs du virus SV40, qui correspond 
a un signal de polyadenylation tres efficace. Deux sites de restriction uniques Sail et 
Hindlll sont situes en aval du signal de polyadenylation. 

Le vecteur obtenu a ete designe pONTtkCMVp53. 

II est entendu que I'insertion dudit fragment peut etre effectuee de maniere 
similaire dans Torientation inverse, conduisant a un plasmide dans lequel le gene tk et 
le gene p53 sont dans les orientations opposees (pONTtkCMVp53inv). 

3. Construction des adenovirus recombinants 

3.1. Construction d'un adenovirus recombinant delete dans la region El, 
portant les deux genes therapeutiques inseres dans la meme orientation, au niveau de 
la region El. 

Le vecteur pONTtkCMVp53 a ete linearise et cotransfecte avec un vecteur 
adenoviral deficient dans le gene El, dans les cellules helper (lignee 293) apportant en 
trans les fonctions codees par les regions El (El A et E1B) d'adenovirus. 

Plus precisement, Tadenovirus Ad-ONTtkCMVp53,AEl est obtenu par 
recombinaison homologue in vivo entre l'adenovirus Ad-RSVBgal (Cf Stratford- 
Perricaudet et al citee plus haut) et le vecteur pONTtkCMVp53, selon le protocole 
suivant : le plasmide pONTtkCMVp53, linearise par XmnI, et Tadenovirus Ad- 
RSVBgal, linearise par Tenzyme Clal, sont co-transfectes dans la lignee 293 en 
presence de phosphate de calcium, pour permettre la recombinaison homologue. Les 
adenovirus recombinants ainsi generes sont ensuite selectionnes par purification sur 
plaque. Apres isolement, l'ADN de Tadenovirus recombinant est amplifie dans la lignee 



WO 9d/10642 



PCI7FR95/01274 



19 

ceHulaire 293, ce qui conduit a un sumageant de culture contenant l'adenovims 
defectif recombinant non purifie ayant un titre d'environ 10 10 pfu/ml. 

Les particules virales sont generalement purifiees par centrifugation sur 
gradient de chlorure de cesium selon les techniques connues (voir notamment Graham 
5 et al., Virology 52 (1973) 456). L'adenovims Ad-ONT-tkCMVp53,AEl peut etre 
conserve a -80°C dans 20 % de glycerol. 

3.2. Construction d'un adenovirus recombinant delete dans la region El et 
E3, portant les deux genes therapeutiques inseres dans la meme orientation, au niveau 
10 de la region El 

Le vecteur pONTtkCMVp53 a ete linearise et cotransfecte avec un vecteur 
adenoviral deficient dans les genes El et E3, dans les cellules helper (lignee 293) 
apportant en trans les fonctions codees par les regions El (El A et E1B) d'adenovirus. 

Plus precisement, I'adenovirus Ad-ONTtkCMVp53,AEl,AE3 est obtenu par 
15 recombinaison homologue in vivo entre l'adenovims mutant Ad-dll324 (Thimmappaya 
et al.. Cell 31 (1982) 543) et le vecteur pONTtkCMVp53, selon le protocole suivant : 
le plasmide pONTtkCMVp53, linearise par XmnI, et ['adenovirus Ad-dlI324, linearise 
par I'enzyme Clal, sont co-transfectes dans la lignee 293 en presence de phosphate de 
calcium, pour permettre la recombinaison homologue. Les adenovirus recombinants 
20 ainsi generes sont ensuite selectionnes par purification sur plaque. Apres isolement, 
I'ADN de I'adenovirus recombinant est amplifie dans la lignee ceHulaire 293, ce qui 
conduit a un sumageant de culture contenant I'adenovirus defectif recombinant non 
purifie ayant un titre d'environ 10 10 pfu/ml. 

Les particules virales sont generalement purifiees par centrifugation sur 
25 gradient de chlorure de cesium selon les techniques connues (voir notamment Graham 
et al., Virology 52 (1973) 456). ^adenovirus Ad-ONT.tkCMVp53,AEl,AE3 peut etre 
conserve a -80°C dans 20 % de glycerol. 

3.3. Construction d'adenovirus dans lesquels les genes tk et p53 sont 
30 positionnes dans les orientations opposees. 

En suivant les protocoles decrits dans les exemples 3.1. et 3.2. ci-dessus, des 
adenovirus dans lesquels les genes tk et p53 sont positionnes dans les orientations 
opposees peuvent etre construits en partant du plasmide pONTtkCMVp53inv. 
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Exemoie 2. Construction d'adcnovirus recombinants defectifs comprenant le 
gene TK sous le controle du promoteur du LTR du virus RSV et le gene P 53 sous 
le controle du promoteur CMV. 

Ces adenovirus ont ete constats par recombinaison homologue entre un 
5 plasmide portant la partie gauche de 1'adenovirus Ad5. les deux genes therapeutiques 
et une region de 1'adenovirus Ad5 (correspondant a la proteine IX) et l'ADN d'un 
adenovirus defectif portant differentes deletions. 

1 Construction du vec teur pRSVtk 

10 Ce plasmide a ete construit a partir du plasmide pONTtk (exemple 1.1). par 

substitution du promoteur transactivable par EBNA1 par le promoteur du LTR du 
RSV. Pour cela, le promoteur RSV a ete isole sous forme d'un fragment BamHI-Sall a 
partir du plasmide pAd.RSV.Bgal (Stratford-Perricaudet et al.. J. Clin. Invest. 90 
(1992) 626), puis clone aux sitesBamffl(478) et Sall(1700) du plasmide pONTtk. Le 

15 plasmide resultant a ete designe pRSVtk (figure 4). 

7. Construct™ du Dlasr "^" pRSVtkCMVpS3 

Cet exemple decrit la construction d'un vecteur portant la partie gauche de 
1'adenovirus Ad5 (comprenant 1'ITR gauche, la region d'encapsidation et le debut de la 
20 region El ), le gene tk sous controle du promoteur RSV, le gene p53 sous controle du 
promoteur CMV et un second fragment du genome de VAdS (proteine pIX) 
permettant la recombinaison homologue en vue de la generation de 1'adenovirus 
recombinant (Cf exemple 2.3.). 

Ce plasmide a ete construit a partir du plasmide pRSVtk, par insertion, en 
25 aval du gene tk, d'un fragment portant le gene p53 sous controle du promoteur CMV 
et suivi du site de polyadenylation du virus SV40. Plus precisement, le fragment insere 
comprend : 

- une region promotrice d'origine virale qui correspond au promoteur precoce 
du cytomegalovirus (CMV). Cette region est entouree dans le vecteur de sites de 
30 restrictions uniques EcoRl-SphI a la jonction CMV/pONTtk et BamHI a la jonction 
CMV / P 53. La presence de sites uniques flanquant la region promotrice permet de 
remplacer la region CMV par tout autre promoteur. Une deuxieme serie de vecteurs 
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est ainsi obtenue dansjaquelle le gene p53 est place sous le controle d'un promoteur 
inductible : le promoteur de la metallothionine, inductible par les metaux lourds 
(cadnium et zinc). 

- une sequence de 1 173 pb conrespondant a l'ADNc codant pour la proteine 
5 p53 de souris sous sa forme sauvage (Zakut-Houri et al.. Nature 36 (1983) 594). Dans 
cette construction, le gene suppresseur est sous forme d'ADNc, c'est-a-dire depourvue 
d'introns. Ceci permet notamment de reduire la taille du vecteur. Par ailleurs, il a ete 
verifie que les niveaux d'expression obtenus sont comparables en presence ou en 
l'absence d'introns. 

10 - le signal de polyadenylation des genes tardifs du virus SV40, qui correspond 

a un signal de polyadenylation tres efficace. Deux sites de restriction uniques Sail et 
HindlH sont situes en aval du signal de polyadenylation. 

Le vecteur obtenu a ete designe pRSVtkCMVp53. 
15 3. Construction des adenovirus recombinants 

3.1. Construction d'un adenovirus recombinant delete dans la region El, 
portant les deux genes therapeutiques inseres dans la meme orientation, au niveau de 
la region El. 

20 Cet adenovirus est construit selon le protocole decrit dans I'exemple 1(3.1.). 

L'adenovirus Ad-RSV-tkCMVp53,AEl ainsi obtenu peut etre conserve a -80°C dans 
20 % de glycerol. 

3.2. Construction d'un adenovirus recombinant delete dans les regions El et 
25 E3, portant les deux genes therapeutiques inseres dans la meme orientation, au niveau 

de la region El. 

Cet adenovirus est construit selon le protocole decrit dans I'exemple 1(3.2.). 
L'adenovirus Ad-RSV-tkCMVp53,AEl,AE3 ainsi obtenu peut etre conserve a -80°C 
dans 20 % de glycerol. 

30 Exemple 3, Construction d*adenovirus recombinants defectifs comprenant le 
gene TK sous le controle du promoteur du LTR du virus RSV et le gene de 
rinterieukine-2 sous le controle du meme promoteur. 



WO 96/10642 



PCI7FR95/01274 



22 

Ces adenovirus ont eteconstruits par recombinaison homologue entre un 
plasmide portant la partie gauche de I'adenovirus Ad5, les deux genes therapeutiques 
et une region de I'adenovirus Ad5 (correspondant a la proteine IX) et l'ADN d'un 
adenovirus defectif portant differentes deletions. 

5 1 . Construction du plasmide pRSVtkRS VIL-2 

Cet exemple decrit la construction d'un vecteur portant la partie gauche de 
I'adenovirus Ad5 (comprenant 1'ITR gauche, la region d'encapsidation et le debut de la 
region El)Je gene tk sous controle du promoteur RSV, le gene de rinterleukine-2 
sous controle du promoteur RSV et un second fragment du genome de TAdS (proteine 
10 pIX) permettant la recombinaison homologue en vue de la generation de I'adenovirus 
recombinant (Cf exemple 3.2.)- 

Ce plasmide a ete construit a partir du plasmide pRS Vtk (Cf exemple2), par 
insertion, en aval du gene tk, d'un fragment portant le gene de rinterleukine-2 sous 
controle du promoteur RSV et suivi du site de polyadenylation du virus SV40. Plus 
15 precisement, le fragment insere comprend : 

- le promoteur du LTR du virus RSV, isole sous forme d'un fragment 
BamHI-Sall a partir du plasmide pAd.RSV.Bgal (Stratford-Perricaudet et al., J. Clin. 
Invest. 90(1992) 626); 

- une sequence correspondant a TADNc codant pour Tinterleukine-2 humaine 
20 (EP91 539). Dans cette construction, le gene therapeutique est sous forme d'ADNc. 

« le signal de polyadenylation des genes tardifs du virus SV40, qui correspond 
a un signal de polyadenylation tres efficace. Deux sites de restriction uniques Sail et 
Hindlll sont situes en aval du signal de polyadenylation. 

Le vecteur obtenu a ete designe pRSVtkRSVIL-2. 

25 

2 . Construction des adenovirus recombinants 

Deux types ^adenovirus recombinants sont construits selon le protocole 
decrit dans Texemple 1 ou 2. Ces adenovirus portent les deux genes therapeutiques 
30 inseres dans la meme orientation, au niveau de la region El et presentent une deletion 
dans la region El ou dans les regions El et E3. 
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Les adenovirus Ad-RSV-tkRSVIL-2,AEl et Ad-RS V-tkRS VEL-2, AE 1 , AE3 
ainsi obtenus peuvent etre conserves a -80°C dans 20 % de glycerol. 

Exemple 4. Construction d'adenovirus recombinants defectifs comprenant le 
gene TK et le gene codant pour le facteur de stimulation des colonies de 
5 granocytes et macrophages (GM-CSF). 

En suivant les protocoles decrits dans les exemples precedents, des 
adenovirus defectifs portant le gene tk (sous controle du promoteur ONT ou RSV par 
exemple) et le gene du GM-CSF sous controle de son propre promoteur ou du 
promoteur RSV notamment peuvent etre construits. 

10 Pour cela, un vecteur intermediate portant les deux genes peut etre construit 

a partir du vecteur pONTtk ou pRSVtk par insertion, dans la meme orientation ou 
dans I'orientation inverse, d'un fragment portant le gene du GM-CSF sous controle du 
promoteur. Le gene codant pour le GM-CSF et des constructions le contenant ont ete 
decrits notamment dans la demande WO86/03225. 

15 Exemple 5. Construction d'adenovirus recombinants defectifs comprenant deux 
genes d'interet, Tun insere au niveau de la region El et 1'autre insere au niveau 
de la region E3. 

Ces adenovirus sont construits par recombinaison homologue entre un l'ADN 
d'un premier virus defectif portant le premier gene insere au niveau de la region E 1 et 
20 I'ADN d'un deuxieme adenovirus defectif portant le deuxieme gene insere au niveau de 
la region E3. 

1 . Construction du virus defectif portant le gene insere au niveau de la region 

E3 

25 Ce virus est construit a partir de l'adenovirus Addl324 (Thimmappaya et al., 

Cell 31 (1982) 543). Ce virus porte une deletion au niveau de la region El et E3 
(fragment Xbal-EcoRI delete). L'ADN du virus Addl324 a ete isole et purifie. Cet 
ADN est ensuite coupe par les enzymes Xbal et EcoRL Un fragment Xbal-EcoRI est 
ensuite issu du plasmide pRSVtk portant la sequence codant pour la thymidine kinase 

30 sous controle du promoteur RSV, puis insere au niveau desits sites dans l'ADN de 
Addl324 ouvert comme precedemment. 
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L'ADN ainsi obtenu comporte done une deletion au niveau de la region El et ■- 

le gene TK insere au niveau de la region E3. 

2. Construction des adenovirus portant les deux genes. 
5 L'ADN du virus recombinant prepare ci-dessus et I'ADN d'un adenovirus 

recombinant portant un gene immunostimulant ou suppresseur de tumeurs insere au 
niveau de la region El, linearise par BamHI, sont co-transfectes dans la Iignee 293 en 
presence de phosphate de calcium, pour permettre la recombinaison homologue. Les 
adenovirus recombinants ainsi generes sont ensuite selectionnes par purification sur 
10 plaque. Apres isolement, TADN de l'adeno virus recombinant est amplifie dans la lignee 
cellulaire 293, ce qui conduit a un surnageant de culture contenant Tadenovirus 
defectif recombinant non purifie ayant un titre d'environ I0 10 pfu/ml. 

Les particules virales sont generalement purifiees par centrifiigation sur 
gradient de chlorure de cesium selon les techniques connues (voir notamment Graham 
15 et al. f Virology 52 (1973) 456) 
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REVINDICATIONS 

1. Adenovirus recombinant defectif caracterise en ce qu'il comprend deux 
genes therapeutiques, le premier etant un gene suicide et le second un gene 

5 immunostimulant ou un gene suppresseur de tumeurs. 

2. Adenovirus selon la revendication 1 caracterise en ce que les deux genes 
constituent une entite transcriptionnelle unique sous le controle d'un promoteur 
unique. 

3. Adenovirus selon la revendication 1 caracterise en ce que les deux genes 
10 sont sous le controle de promoteurs transcriptionnels separes. 

4. Adenovirus selon la revendication 3 caracterise en ce que les deux genes 
sont inseres dans la meme orientation. 

5. Adenovirus selon la revendication 3 caracterise en ce que les deux genes 
sont inseres dans les orientations opposees. 

15 

6. Adenovirus selon Tune des revendications 1 a 5 caracterise en ce que les 
deux genes therapeutiques sont inseres dans un meme site du genome, de preference 
au niveau des regions El t E3 ou E4. 

20 7. Adenovirus selon la revendication 6 caracterise en ce que les deux genes 

sont inseres au niveau de la region El . 

8. Adenovirus selon Tune des revendications 1, 3, 4 et 5 caracterise en ce que 
les deux genes therapeutiques sont inseres en des sites differents du genome. 

25 

9. Adenovirus selon la revendication 8 caracterise en ce que Tun des genes est 
insere au niveau de la region El et l'autre au niveau de la region E3 ou E4. 

10. Adenovirus recombinant defectif selon Tune des revendications 1 a 9 
30 caracterise en ce qu'il comprend les sequences ITR, une sequence permettant 

Tencapsidation, et en ce qu'il porte une deletion de tout ou partie des genes El et E4. 
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11. Adenovirus selon la revendication 10 caract&ise en ce qu'il cornprend les 
sequences ITR, une sequence permettant I'encapsidation, et en ce qu'il porte une 
deletion de tout ou partie des genes El, E3 et E4. 

12. Adenovirus selon Tune des revendications 1 a 1 1 caracterise en ce que son 
5 genome est delete de tout ou partie des genes El, E3, L5 et E4. 

13. Adenovirus selon la revendication 1 caracterise en ce qu'il est d'origine 
humaine, animate, ou mixte. 

14. Adenovirus selon la revendication 13 caracterise en ce que les adenovirus 
d'origine humaine sont choisis parmi ceux classes dans le groupe C, de preference 

10 parmi les adenovirus de type 2 ou 5 (Ad 2 ou Ad 5). 

1 5. Adenovirus selon la revendication 13 caracterise en ce que les adenovirus 
d'origine animate sont choisis parmi les adenovirus d'origine canine, bovine, murine, 
ovine, porcine, aviaire et simienne. 

15 16. Adenovirus selon la revendication 1 caracterise en ce que le gene suicide 

est un gene de la thymidine kinase, de preference le gene de la thymidine kinase du 
virus de I'herpes HSV-I. 

17. Adenovirus selon la revendication 1 caracterise en ce qu'il cornprend un 
20 gene codant pour la thymidine kinase et un gene suppresseur de tumeurs. 

18. Adenovirus selon la revendication 1 caracterise en ce qu'il cornprend un 
gene codant pour la thymidine kinase et un gene codant pour une lymphokine. 

25 19. Adenovirus recombinant defectif caracterise en ce qu'il cornprend un gene 

codant pour la thymidine kinase du virus de I'herpes et le gene p53 sauvage ( Ad'-TK- 
p53). 

20. Adenovirus recombinant defectif caracterise en ce qu'il cornprend un gene 
30 codant pour la thymidine kinase du virus de I'herpes et un gene codant pour 
l'interleukine-2 (Ad-TK-IL2). 
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21. Adenovirus recombinant defectif caracterise en ce qu'il comprend un gene 
codant pour la thymidine kinase du virus de rherpes et un gene codant pour le GM- 
CSF (Ad-TK-GM-CSF). 

22. Adenovirus selon les revendications 2 ou 3 caracterise en ce que le ou les 
promoteurs transcriptionnels sont choisis parmi les promoters mammiferes, 
eucaryotes ou viraux. 

23. Adenovirus selon Tune des revendications precedentes caracterise en ce 
que le gene immunostimulant comporte une sequence signal dirigeant le produit 
therapeutique synthetise dans les voies de secretion de la cellule cible. 

24. Composition pharmaceutique comprenam au moins un adenovirus 
recombinant defectif selon l'une des revendications 1 a 23. 

25. Composition pharmaceutique selon la revendication 24 comprenant un 
vehicule pharmaceutiquement acceptable pour une formulation injectable. 

26. Produits comprenant : 

- un ou plusieurs adenovirus recombinants tels que definis dans les 
revendication 1 a 23 dans lequel le gene suicide est un gene conferant une sensibilite a 
un agent therapeutique, et, 

- ledit agent therapeutique 

comme produit de combinaison pour une utilisation simultannee, separee ou etalee 
dans le temps pour le traitement des pathologies hyperproliferatives. 

27. Produits selon la revendication 26 caracterise en ce que le gene suicide est 
un gene thymidine kinase et I'agent therapeutique est le gancyclovir ou I'acyclovir ou 
un analogue. 

28. Adenovirus recombinant defectif comprenant deux genes d'interet 
therapeutique inseres au niveau de la region El du genome. 
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definitive recombinant adenovirus characterized in that it comprises two 
therapeutic genes, the first being a suicide gene and the second an 
immunostimulant gene or a tunor suppressor gene, and pharmaceutical 
preparations containing it. 

2. Claim 28: 

defective recombinant adenovirus comprising two genes of therapeutic interes 
inserted at the level of the E1 region of the genome. 
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